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Raziskovali smo primeren sistem topil za locbo lignanov jelke s tankoplastno
kromatografijo. Vzorcem gr¢ jelke smo dolocCili delez suhe snovi. S Soxthletovo
ekstrakcijo smo ekstrahirali vzorce jelke. Prva ekstrakcija je bila s cikloheksanom,
druga pa z meSanico acetona in vode v razmerju 95:5. 1z dobljenih ekstraktov smo
dolo¢ili delez suhe snovi v ekstraktu. Opravili smo tudi ekstrakcijo z acetonom, brez
predhodne ekstrakcije s cikloheksanom. Dobljene vzorce ekstraktov smo nato
nanaSali na TLC plos¢e in jih razvijali v mobilni fazi, za kar smo uporabili
diklorometan in etanol v volumskem razmerju 93:7. Za vizualizacijo lis smo
uporabili reagent H,SO, / etanol v volumskem razmerju 50:50. Lisam na
kromatogramu smo dolo¢ili zadrzevalni faktor. Na osnovi primerjave naSih
rezultatov s podatki iz literature smo dolo¢ili tudi nekatere organske snovi, ki so bile
v ekstraktu gr¢ jelke.
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The main task was to determine a solvent system for the separation of fir lignans by
thin layer chromatography. The dry substance of in fir samples was determined. We
used Soxhlet method device firstly to extract hydrophobic (lipophilic) components
with cyclohexane, and then to extract hydrophilic components with a mixture of
water and acetone, the ratio of 95:5. Obtained from extracts, we determined the
proportion of dry matter in the extract. We also carried out extraction with acetone
without prior extraction with cyclohexane. The resulting sample extracts were then
related to the TLC plate and developed in the mobile phase. Dichloromethane to
ethanol volume ratio of 93:7 was used for the mobile phase, and H,SO4 / ethanol
reagent volume ratio of 50:50 for spots visualization. The retention factor was
determined from the spots on the chromatogram. Based on a comparison of our
results with data from the literature, some organic substances which were in the
extracts of knots were also determined.
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1 UVOD

1.1 OPREDELITEV PROBLEMA

Jelka je v Sloveniji med ekonomsko bolj pomembnimi drevesnimi vrstami. Jelovina je
relativno dobro raziskana na mikroskopskem in makroskopskem nivoju, dobro so poznane
tudi suSilni¢ne lastnosti ter fizikalne in mehanske lastnosti. Relativno skromni pa so
podatki o kemijski sestavi lesa jelke. Se zlasti slabo so raziskani ekstraktivi. V diplomski
nalogi smo zato s tankoplastno kromatografijo raziskovali ekstrakte lesa jelke.

1.2 CILJI NALOGE

Cilji naloge so:

- dolocitev primerne mobilne faze za kvalitativno dolocitev in locitev nekaterih
fenolnih spojin, ki se redno pojavljajo v ekstraktih lesa in skorji razli¢nih drevesnih
vrst,

- dolocitev spojin s primerjavo nasih rezultatov s podatki iz literature.

1.3 DELOVNE HIPOTEZE

Predvidevamo, da bomo z ustrezno mesanico topil locili posamezne lignane, ki nastopajo
kot ekstraktivi lesa jelke. Poleg tega pa pricakujemo, da bo H,SOu/etanol pravilen reagent
za vizualizacijo komponent, ki se nahajajo v ekstraktih.
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2  PREGLED OBJAV

2.1 NAVADNA JELKA

Opis jelke je povzet po Mlakar (1985). Jelka je 40 m do 60 m visoko drevo, debelo do 2 m.
Krosnja jelke je v mladosti stozCasta, pri starejSih drevesih valjasta ali jaj¢asta. Koreninski
sistem jelke je srednje globok, pogosto z izrazito sréno korenino. Deblo je ravno,
enakomerno razvito do vrha. Skorja jelke je tanka, sive barve s smolnimi mesicki, pri
mlajSih osebkih gladka, pri starejSih razpoka v okrogle luske. Veje jelke izraScajo
vodoravno iz debla, v zgornjem delu kroSnje so nekoliko obrnjene navzgor, v spodnjem pa
nekoliko navzdol. Iglice jelke so ploScate, dolge 15 mm do 30 mm in 2 mm do 2,5 mm
Siroke. V zgornjem delu krosnje so krajSe, debelejSe in svetlejSe s konicastim vrhom. V
spodnjem delu pa daljSe, tanjSe, temnejSe in na vrhu zaobljene. Iglice jelke so po vejah
razporejene v dveh vrstah. Jelka cveti od aprila do junija, ima moske cvetove, ki so dolgi
do 2 cm, rumeni, s premenjalnimi prasniki. Zenski cvetovi jelke so 2 cm velikih jajéastih,
storzastih socvetij, temnozelene barve. Storzi jelke so zreli septembra. Oktobra, ko storzi
razpadejo, se semena jelke razsejejo. Storzi so dolgi do 15 cm in debeli do 5 cm. Seme je
veliko do 9 mm, bled¢ece rjave barve. V mladosti jelka raste zelo pocasi. Ce jelka raste v
senci vec¢jih dreves ali na visje lezeCih krajih, rast pospesi po 15 letih starosti ali kasneje.
Jelka dozZivi starost do 500 let.
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2.1.1 Opis lesa jelke

Povzeto po Cufar (2006). Pri jelki se beljava ter jedrovina barvno ne lo¢ita. Les jelke ima
rahel rumenkast odtenek. Kjer ima jelka mokro srce, pa se les rahlo obarva. Branike so
dobro vidne, smolnih kanalov nima, zato ni izrazitega vonja po smoli. Mokro srce ima
neprijeten kiselkast vonj. Jelka se le malo razlikuje od smreke, saj se les lo¢i samo po
smolnih kanalih. Jelka ima trSe ter mocnejSe grée kot smreka. Jelovina ima boljSe
stabilnostne lastnosti od smrekovine, saj se manj krci, jelovina je tudi bolj elasti¢na ter
upogibljiva. Jelovina ima dobro odpornost proti kislinam, zato je primerna za embalaZo,
kjer so prisotne kemijske snovi. Mizarji jelovine za obdelovanje nimajo radi, ker se rada
zvija ter poka.
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2.2 EKSTRAKTIVNE SNOVI

Povzeto po Tisler (1986). Les je sestavljen iz celuloze, lesnih polioz in lignina. To so
glavne sestavine celi¢ne stene. Les vsebuje Se vecje ali manjSe koli¢ine drugih snovi, med
njimi tudi ekstraktivne sestavine. Mnogo ekstraktivnih snovi lahko ekstrahiramo z
nevtralnimi topili, kot so eter, alkohol in voda. Ekstraktivne snovi so razliéne kemijske
spojine. Posamezna vrsta ne vsebuje vseh moznih spojin. Ekstraktivne snovi sorodnih
drevesnih vrst so si podobne. V deblu drevesa najdemo man;j ekstraktivnih snovi kakor pa
v vejah drevesa. V beljavi najdemo sladkorje in snovi, ki so topne v rastlinskem soku.
Fenolne snovi so ponavadi v jedrovini. V parenhimskih trakovih najdemo mascobe.
Epitelne celice pa izlo¢ajo smolo, s ¢imer oskrbujejo smolne kanale in travmatske kanale.
Fenolne substance so lahko strupene za bakterije, glive in insekte. Druge ekstraktivne
snovi pa lahko dajejo vonj in barvo.

Ekstraktivne snovi so:

- rezervna hrana (mas¢obe, §krob, mascobne kisline),
- zascCitne snovi (terpeni, smolne kisline),
- rastlinski hormoni (fitosteroli).

Ekstraktivne snovi lesa delimo v tri skupine:

- terpeni in terpenoidi,
- alifatske spojine (masScobe in voski),
- fenolne snovi.

2.2.1 Ekstraktivne snovi, topne v nepolarnih topilih

Nepolarne snovi v lesu so: mas¢obe, mascobne kisline, smolne kisline, terpenoidi, voski,
steroli, sterolni estri in glikozidi (Zule in sod., 2011). Nepolarna topila so cikloheksan,
heksan. Ekstraktivne snovi, ki so topne v nepolarnih topilih imenujemo tudi lipofilni
ekstraktivi.

2.2.2 Ekstraktivne snovi, topne v polarnih topilih

Polarne snovi v lesu so: enostavni fenoli- stilbeni, flavonoidi, lignani; visji fenoli - tanini,
oligolignani (Zule in sod., 2011). Polarna topila so voda, aceton. Ekstraktivne snovi, ki so
topne v polarnih topilih, imenujemo tudi hidrofilni ekstraktivi.
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2.3 EKSTRAKCIJA

2.3.1 Soxthletova ekstrakcija

Ekstrakcijsko napravo, ki se imenuje Soxhletov ekstraktor, je leta 1879 izumil Franz von
Soxhlet (Soxthlet extractor, 2012). Zasnovan je bil za ekstrakcijo lipidov iz trdega
materiala. Vendar Soxhletov aparat ni omejen samo na ekstrakcijo lipidov. Ekstrahira se
lahko vse snovi, ki so prisotne v ekstrahiranem vzorcu in so topne v topilu, ki ga
uporabljamo pri ekstrakciji. Topne snovi topilo izluzi, netopne pa ostanejo v vzorcu, v
tulcu. Ekstrakcijski aparat Soxhlet je sestavljen iz bucke, v kateri je topilo, Soxhletovega
nastavka, ki ga pritrdimo na bucko in vodnega hladilnika (Slika 1). V Soxhletov nastavek
damo tulec z vzorcem. Topilo segrevamo s pomocjo elektriénih grelcev, kateri so
nastavljeni na Zeleno temperaturo. Hlapi topila potujejo po aparatu navzgor. Ko prispejo do
hladilnika, se kondenzirajo in kapljajo na tulec z vzorcem. Hladilnik je hlajen s hladno
vodo. Ko kondenzat doseZe visino sifona, se komora, v kateri je tulec, samodejno izprazni.
Kondenzat stece nazaj v bucko. To je en cikel, cikli se nato ponavljajo. V vsakem ciklu se
del topnih snovi izlo¢i iz vzorca.

Slika 1: Soxhletov ekstraktor (Soxthlet extractor, 2012)
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2.4 TANKOPLASTNA KROMATOGRAFIJA

Povzeto po Prosek in Pukl (1991). Tankoplastna kromatografija je planarna separacijska
tehnika. Komponente se lo¢ujejo med potovanjem mobilne faze po tanki plasti sorbenta.
Sorbent je obi¢ajno nanesen na steklene, aluminijaste plosce ali plasti¢ne folije. TLC (Thin
Layer Chromatography) je odprt sistem, zato je pomembna tudi plinska faza, ki se ustvari v
kromatografski kadi. Lastnosti topila se med potovanjem po sorbentu spreminjajo, zaradi
tega nastajajo v plasti gradienti. S tem dosezemo, da se snovi v vzorcu separirajo. Dobljeni
rezultati so odvisni od trenutnih fizikalnih pogojev na plos¢i, zato tankoplastna
kromatografija potrebuje ve¢ ponovitev, ker je naklju¢na napaka vecja od sistemske.

Velikost plos¢e TLC je 10 cm x 20 cm ali 20 cm x 20 cm. Debelina sorbenta je obicajno
0,20 mm ali 0,25 mm, velikost delcev pa 12 pm.

Vzorce na plos¢o lahko nanaSamo v tocko ali v ¢rto, odvisno od Stevila vzorcev. Vzorce na
plos¢o nanaSamo v razdalji 10 mm do 20 mm. NanaSamo jih s pomocjo steklene kapilare.
V tocko se nanese 0,2 ul do 10 pl vzorca. Od spodnjega roba plosce so vzorci pri nanosu
oddaljeni 10 mm do 20 mm. Razvijanje kromatograma poteka v posebnih kromatografskih
kadeh. Na dno kadi nalijemo razvijalec, ki ga mora biti toliko, da je TLC plosca potopljena
vanj okoli 0,5 cm globoko. Plos¢o se postavi v kad in mobilna faza zacne potovati po
plos¢i navzgor. S seboj nosi tudi molekule komponent vzorca. Med potovanjem prihaja do
razli¢nih interakcij, zato se komponente v vzorcu lo¢ijo. Ko mobilna faza prispe do zgornje
meje plosce, jo vzamemo iz kadi in posusimo. V kadi je prisotna tudi plinska faza, ki jo
povzroca izparevanje mobilne faze s plosce. Vse locene spojine ne absorbirajo svetlobe v
vidnem ali UV obmocju. S primernim reagentom se lahko plosce orosi, s tem povecamo
vidno polje vzorcev.

Na sliki 2 je prikazana shema kromatograma. Na tocko start nanesemo vzorec. Mobilna
faza potuje do zgornje tocke, ki jo imenujemo fronta. Med startom in fronto se na razli¢nih
mestih nahajajo lo¢ene komponente, ki se kazejo v obliki razli¢no obarvanih lis. Lisam

A%

dolo¢imo tezisce. Izmerimo dolzino od starta do tezis¢a lise, to potem delimo z dolzino
potovanja mobilne faze. Dobljen rezultat predstavlja zadrzevalni faktor.

Formula za izracun zadrzevalnega faktorja:
Rr=Ly Lo ()
L -razdalja od starta do sredine kromatografske lise

L, — razdalja potovanja mobilne faze



Kosem J. Lo¢ba lignanov jelke (Abies alba) s tankoplastno kromatografijo. 7
Dipl. projekt. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za lesarstvo, 2012

FRONTA »
LISA —» CD
L Lg
START —» O
t=0 t=30 min

Slika 2: Skica plos¢e TLC s prikazom, kje nanesemo vzorec, do kam potuje mobilna faza, kje nastajajo lise
na kromatogramu (Poljansek s sod,. 2011)

2.4.1 Loc¢ba lignanov jelke s TLC

Na sliki 3 sta predstavljena kromatograma jelke in smreke, ki so ju orosili z zveplovo
kislino v etanolu. Na kromatogramu so oznacene spojine. Vsaka spojina z reagentom tvori
svoj barvni odtenek. Na osnovi primerjave kromatogramov na sliki 3 s kromatogrami, ki
smo jih pridobili v na$i raziskavi, smo dolo€ili spojine tudi v ekstraktih proucevane

jelovine. Na sliki 4 so predstavljene sheme organskih spojin, ki jih vsebuje les jelke
(Willfér in sod., 2006)

Piro+MH Cani+MR

MR
a HUR + abo-iire I L

Lar

—-— Me-Saca
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Tado p— T
Ligran & i Lignan A

1 -
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.I i
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Slika 3: Kromatogram jelke in smreke (Willfor in sod., 2006)
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Slika 4: Shema organskih spojin, ki jih vsebuje les jelke (Willfor in sod., 2006)
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 Vzorcilesa

V raziskavo smo vkljucili grce, ki so nam jih dostavili iz podjetja TIP, Otiski vrh. Vzorce
lesa je pripravil kolega Bostjan Sinkar (Sinkar, 2011). Nato smo vse vzorce gr¢ in lesa
zmleli z mlinom. Mlin je imel sito z luknjicami velikosti 0,5 mm.

3.1.2 Kemikalije
V preglednici 1 so prikazane kemikalije, ki smo jih potrebovali pri naSem eksperimentu.

Preglednica 1: Seznam uporabljenih kemikalij, ki smo jih uporabljali za nas poizkus (Sigma-Aldrich, 2012)

Kemikalija Formula Molska masa | Talis¢e (°C) Vrelisce (°C)
(g/mol)

Cikloheksan CeH1n 86,16 4 80,7

Aceton CH;COCH; 58,08 -94 56

Destilirana H,O 18,02 0 100

voda

Zveplova H,SO, 98,09 10,4 338

kislina

Diklorometan | CH,Cl, 84,93 -95,1 40

Etanol CH;CH,0H 46,07 -114 78
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3.2 METODE

3.2.1 Dolocanje suhe snovi

Suho snov smo dolocili z gravimetricno metodo. Tehtali smo s tehtnico Mettler Toledo
XS. Tehtnica je natan¢na na Stiri decimalna mesta. Najprej smo stehtali tehtiCe in na njih
zapisali maso. V vsak tehti¢ smo nato natehtali priblizno 1 gram vzorca. Vzorce smo nato
postavili za 24 ur v suSilnik. SuSili smo jih na temperaturi 105 °C. Po 24 urah smo vzorce
vzeli iz suSilnika jih ohladili v eksikatorju in jih stehtali. Iz teh podatkov smo lahko
izracunali delez suhe snovi v vzorcu (glej poglavje 3.2.4.).

3.2.1.1 Suhi ostanek

V vzorcih ekstrakta smo po koncani ekstrakceiji dolocili delez suhe snovi. To smo naredili
tako, da smo iz bucke vzeli 10 ml vzorca ga dali na petrijevko, ter stehtali. To smo dali v
suSilnik na 105 °C za 24 ur. Po kon¢anem suSenju smo ponovno stehtali. Iz dobljenih
podatkov smo po formuli izracunali suho snov. Suho snov smo racunali po ekstrakciji s
cikloheksanom in po ekstrakciji z meSanico acetona in vode.

3.2.2 Soxhletova ekstrakcija lesa jelke

V laboratoriju smo imeli na voljo grelni aparat, ki je omogocal ogrevanje 12 Soxhletovih
aparatov hkrati. Za prvo ekstrakcijo smo uporabili cikloheksan. To je nepolarno topilo z
znacilnim vonjem ter brez barve. Za drugo ekstrakcijo smo uporabili meSanico acetona ter
vode (v volumskem razmerju 95:5). Sest izbranih vzorcev smo ekstrahirali samo v
mesanici acetona in vode, brez predhodne ekstrakcije s cikloheksanom in sicer z namenom
primerjave z acetonskim ekstraktom s predhodno cikloheksansko ekstrakceijo.

Za ekstrakcijo smo uporabili celulozne tulce. V tulce smo vstavili vato, s katero smo zaprli
odprtino v tulcu. Tulce smo posusili v suSilniku na temperaturi 105 °C za 24 ur. Vzeli smo
jih iz suSilnika in jih dali v eksikator, da so se ohladili. Tulce smo nato stehtali z
laboratorijsko tehtnico na 4 decimalna mesta. Tulce smo pobirali posamezno iz eksikatorja,
jih stehtali ter postavili nazaj v eksikator. To pa zato, ker so tulci hitro zaceli sprejemati
vlago iz okolice.

Pripravili smo si vzorce ter kose papirja. Papir smo postavili na tehtnico in pritisnili taro.
Na papir smo natresli 2,5 g vzorca. Vzorec smo stresli v tulec in dobro pokrili z vato.
Morali smo biti dovolj natancni, da smo ves prah, ki je ostal na papirju, spravili v tulec. Na
tulce smo napisali tudi Stevilko vzorca, da jih ne bi pomesali.
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Vsak vzorec smo ekstrahirali dvakrat, najprej s ciklohesanom, nato pa Se z meSanico
acetona in vode. Za prvo ekstrakcijo smo v bucke nalili 250 ml cikloheksana. Dodali smo
po 3 vrelne kamencke v vsako bucko. V Soxhletov nastavek smo vstavili tulce z vzorcem.
Nato smo sestavili aparaturo (Slika 5). Temperatura ekstrakcije je bila nastavljena na
135 °C. Ekstrakcija je potekala 24 ur. Po ekstrakciji smo iz buck vzeli vzorce. Iz vsake
bucke smo vzeli po 50 ml vzorca ekstrakta. Spravili smo jih v zamrzovalnik. Nato smo
pripravili Se meSanico acetona in vode. Sledila je ekstrakcija. Temperatura ekstrakcije je
bila 110 °C. Ekstrakcija je potekala 24 ur. Po koncani ekstrakciji smo vzeli 50 ml vzorca in
ga dali v zamrzovalnik. Ostanek topila pri obeh ekstrakcijah smo zavrgli med odpadna
topila.

Slika 5: Sestavljanje Soxhletovega aparata
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3.2.3 Tankoplastna kromatografija ekstraktov jelke

Vzorce ekstrakta smo nanesli na plos¢o TLC, Silica gel 60 Fas4, velikosti 20 cm x 20 cm.
Na sliki 6 je prikazano, kako smo s stekleno kapilaro nanesli 12 vzorcev na plos¢o TLC.
Plos¢o TLC smo spodaj in zgoraj oznacili pred nanasanjem vzorcev. Spodnja ¢rta pomeni,
kje smo nanesli vzorce, zgornja pa do kam bo potovala mobilna faza. Za mobilno fazo smo
uporabili zmes diklorometana in etanola v volumskem razmerju 93:7. Na sliki 7 je
prikazana kromatografska kad, v katero smo 5 mm visoko nalili mobilno fazo. Nato smo jo
pokrili s pokrovom, da se je ustvarila primerna klima. Plos¢o TLC smo postavili v
kromatografsko kad, najve¢ po dve plosci hkrati. Potovanje mobilne faze po plos¢i TLC se
dobro vidi. Ko je prispela do zgornje ¢rte smo plosc¢e TLC vzeli iz kadi in jih posusili. Po
suSenju smo pregledali, ¢e je vidnih kaj lis pod vidnim oziroma pod UV spektrom svetlobe.
Nato smo plosce orosili z reagentom (slika 8), ki je bil H,SO4 v etanolu. Volumsko
razmerje med H,SOy4 in etanolom je bilo 50:50. Plos¢e TLC smo nato postavili v suSilnik
za 2 minuti na 105 °C. Po koncanem susSenju so se na plos¢ah TLC pokazale lise. Iz le-teh
smo izracunali zadrZevalni faktor. Iz barve lis in slik iz literature (Willfor in sod., 2006)
smo dolocili organske snovi, ki so v ekstraktu.

Slika 6: NanaSanje ekstrakta s stekleno kapilare
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<

Slika 7: Kromatografska kad

Slika 8: Nanasanje reagenta za vizualizacijo na kromatografsko plosco
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3.2.4 Izracuni
1. Zadrzevalni faktor

Re=Ly Lo ..(1)
Kjer je: Ls - razdalja od starta do sredine kromatografske lise [mm]
Ly - razdalja potovanja mobilne faze [mm]
2. Delez suhe snovi
Delez suhe snovi (s.s.) = my [g] /my; [g] ...(2)
Kjer je: mp- masa absolutno suhega lesa [g]
my; - masa vlaznega lesa [g]
3. Subhi ostanek.
Delez ekstrahiranih snovi v cikloheksanu = mg,./ me ...(3)
Kjer je: my,. — masa suhega ostanka ekstrakta [g]
me — masa ekstrakta [g]

Enako formulo smo uporabili tudi za izraCun deleza ekstrahiranih snovi v acetonu.
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1 SUHA SNOV

Vse podatke za suho snov sem povzel iz diplome Sinkar (2011). Na sliki 8 sta graficno
prikazana povprecna deleza suhe snovi lesa in gré. Povprecni delez suhe snovi v lesu je
92,08%, v gréah pa 93,33%. Vecji delez suhe snovi v gréah je posledica ve¢je gostote gre.

93,6
93,4
93,2 -
93,0
92,8 -
92,6
92,4 -
92,2
92,0
91,8 -

Delez suhe snovi [%]

Bl

grée les

Povprecnavrednost

Slika 9: Grafi¢ni prikaz povprecne vrednosti suhe snovi (Sinkar, 2011)
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4.2 DELEZ EKSTRAHIRANIH SNOVI V CIKLOHEKSANU

Delez ekstraktov smo dolocili z gravimetri¢no metodo. To delo je bilo zelo tezko, saj je
moralo potekati zelo hitro, ker je topilo hitro izparevalo. Iz tega lahko sklepamo, da je
eksperimentalna napaka velika. Podatki za delez ekstraktov v cikloheksanu so navedeni v
diplomi Sinkar (2011). Na sliki 10 sta graficno prikazana povprecna deleza ekstraktivov v
cikloheksanu. Povprecni delez ekstraktivov v gréah je 0,16% v lesu pa 0,04%.

0,18
0,16
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0,02 -
0,00 -

-
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% ekstrahiranih snovi v cikloheksanu

Povprecnidelez ekstraktivov v cikloheksanu

Slika 10: Grafi¢ni prikaz povprecnih delezev ekstraktivov v cikloheksanu (Sinkar, 2011).
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4.3 DELEZ EKSTRAHIRANIH SNOVI V ACETONU

Podatki za delez ekstrahiranih snovi so navedeni v diplomi Sinkar (2011). Na sliki 11 sta
graficno prikazani povprecni vrednosti ekstraktivov v acetonu. Povprec¢ni delez
ekstraktivov v gréah je 0,13% v lesu pa 0,07%. Grce vsebujejo ve€ ekstraktivnih spojin
kakor les.
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Slika 11: Grafi¢ni prikaz povprecnih vrednosti deleza ekstraktivov v acetonu (Sinkar, 2011)
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4.4 ANALIZA EKSTRAKTIVOV JELKE S TANKOPLASTNO KROMATOGRAFIJO

Iz razvitih plos¢ TLC smo za nekatere organske spojine doloc€ili zadrzevalni faktor. Lisam
smo dolocili teZisCe, to je na sredini lise. S pomocjo te oznacbe na lisi smo izrac¢unali
zadrzevalni faktor. Za na§ eksperiment je bil najpomembnejSi acetonski ekstrakt. Na
kromatografskih plos¢ah z acetonskim ekstraktom so se lepo razvile lise. Lise na
kromatografski plos¢i smo indentificirali s pomocjo slike iz literature (Willfér in sod.,
2006). Na sliki 12 imamo predstavljeno primerjavo dveh kromatogramov, na levi je
kromatogram podan v literaturi (Willfor in sod., 2006), na desni strani pa je kromatogram
naSega vzorca jelove grce.

Pino+* r.'rﬁ\>

HMR + allo-HMR — v g
Me-Seco_—————>»

Seco —> %

.
Todo
B

- -
Lignanh
| Oligolgnans

Slika 12: Primerjava kromatograma jelke iz ¢lanka (Willfor in sod., 2006) z naSim kromatogramom.
Legenda: Pino + MR: pinorezinol + matairezinol, HMR + allo — HMR: hidroksimatairezinol + allo —

hidroksimatairezinol, Lari: laricirezinol, Me — Seco: Me — secoizolaricirezinol, Seco: secoizolaricirezinol,
Todo: todolaktol, Lignan A: lignan A, Oligolignans: oligolignani.

ADigs

Ce podrobno pogledamo kromatograme TLC, vidimo, da sta prisotna dva tipa
kromatogramov. Prvega smo pripisali lesu in gréam jelke, drugega pa lesu in gréam
smreke.
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Slika 13: Primerjava kromatograma smreke iz ¢lanka (Willfor in sod., 2006) z nasim kromatogramom. Legenda: Coni +
MR: + matairezinol, HMR: hidroksimatairezinol, allo-HMR: allo-hidroksimatairezinol, Seco: secoizolaricirezinol, Todo:
todolaktol, Lignan A: lignan A, Oligolignans: oligolignani.

Picea

Iz tega sklepamo, da vzorci, ki smo jih pridobili od dobavitelja, niso bili samo vzorci lesa
jelke, temvec tudi smreke. Kromatografija TLC se je izkazala tudi kot primerna metoda za
dolocitev vrste lesa oziroma gr¢.
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4.4.1 Tankoplastna kromatografija cikloheksanskih ekstraktov

V preglednici 2 so prikazani zadrzevalni faktorji organskih spojin gr¢ in lesa jelke, ki so
prisotne v nepolarnem topilu. Na slikah 14, 15 in 16 so predstavljeni kromatogrami s
cikloheksanskega ekstrakta jelke. Za mobilno fazo smo uporabili zmes diklorometana in
etanola v volumskem razmerju 93:7. Lise smo vizualizirali s H,SOj4:etanol (volumsko
razmerje 50:50). Na kromatogramu je vidnih zelo malo lis. Mogoce bi z drugimi reagenti
uspeli detektirati ve¢ lis. Zal nam ni uspelo dologiti, kateri organski snovi pripadajo lise.
Predvidevamo, da lise pripadajo maS¢obam ali mas¢obnim kislinam, ki so v lesu.

Preglednica 2: Zadrzevalni faktorji, pridobljeni iz cikloheksanskega ekstrakta

Vzorec 6 grcéa 8 gréa 11 gréa | 14 gréa | 17 gréa | 24 gréa | 26 gréa | 28 gréa
Spojina Zadrzevalni faktor
042 041 034] 041
0,72 0,72 0,75 0,71 0,68 0,67 0,67 0,67
0,82 0,82 0,79 0,77
0,95 0,93 0,92 0,94
o

e BHER A L

Slika 14: Kromatogram, opravljen s cikloheksanskim ekstraktom za vzorce od 1 do 12 gréa



Kosem J. Locba lignanov jelke (Abies alba) s tankoplastno kromatografijo. 21
Dipl. projekt. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za lesarstvo, 2012

I
Y Ly

s et e e e b L R PN Tl ILONC N D AT
Slika 15: Kromatogram, opravljen s cikloheksanskim ekstraktom za vzorce od 13 do 24 gr¢a

Slika 16: Kromatogram, opravljen s cikloheksanskim ekstraktom za vzorce od 25 do 30 grc¢a in 1 do 6 les
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4.4.2 Tankoplastna kromatografija acetonskih ekstraktov

Na slikah 17, 18, 19 in 20 so kromatogrami acetonskega ekstrakta jelke. Kromatogrami so
bili pripravljeni iz acetonskih ekstraktov vzorcev, ki so bili predhodno ekstrahirani s
cikloheksanom. Za mobilno fazo smo uporabili zmes diklorometana in etanola, v
volumskem razmerju 93:7. Za reagent smo uporabili zmes H,SO4:etanol (volumsko
razmerje 50:50). Na kromatogramih je vidnih vec organskih spojin. Ugotovili smo, da je
bila izbira mobilne faze in reagenta pravilna. V preglednicah 3, 4, 5 in 6 so prikazani
zadrzevalni faktorji organskih spojin, ki so bile prisotne v acetonskem ekstraktu.
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Preglednica 3: ZadrZevalni faktorji, pridobljeni iz acetonskega ekstrakta. Legenda: HMR + allo — HMR:

hidroksimatairezinol + allo — hidroksimatairezinol, Lari: laricirezinol,

todolaktol, Lignan A: lignan A, Oligolignans: oligolignani

Seco: secoizolaricirezinol, Todo:

, " - , . 6 . 8
Vzorec 1gréa | 2gréa |3 gréa*| 4 gréa | 5 gr€a gréa* 7 gréa gréa* Barva
Ime spojine Zadrzevalni faktor
Oligolignans 0,11 0,11 Siva
Li A 0,17 Sivo modra
ignan 0.19 0,20 Sivo modra
Todo 0,25 0,25| 0,23 0,25 0,25 0,24 0,25 Sivo zelena
0,32
Seco 0,36 0,39 0,38 0,39 0,40 0,38 0,36 | Vijolicna
0,41 0,43 | Rdece rjava
Lari 0,44 0,45 0,45 Vijoli€na
HMR + Roza
allo - HMR 0,50 0,50 0,50
0,64 0,66 | Oker
* predvidevamo, da je to vzorec lesa jelke
** predvidevamo, da je to vzorec lesa smreke
: o Ack ToN owce TEAT a4
- - : -
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Slika 17: Kromatogram, pridobljen z acetonskim ekstraktom za vzorce od 1 do 8 gréa

Samo nekaj vzorcev je pripadalo lesu oziroma gréam jelke, v vecini pa so bili to vzorci
lesa in gr¢ smreke.
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Preglednica 4: ZadrZevalni faktorji, pridobljeni iz acetonskega ekstrakta. Legenda: HMR + allo — HMR:
hidroksimatairezinol + allo —hidroksimatairezinol, Lari: laricirezinol, Seco: secoizolaricirezinol, Todo:
todolaktol, Lignan A: lignan A, Oligolignans: oligolignani

« 10 11 12 13 14 15 16
Vzorec 9 gréa N o . e % N N
gréa | gréa gréa | grca gréa gréa gréa Barva
Ime spojine Zadrzevalni faktor
Oligolignans 0,11 Siva
Lignan A 0,16 0,17 Sivo modra
Todo 0,21 0,23 0,22 0,21 0,22 0,21 | Sivo zelena
0,36 0,35 Vijolicna
Seco 0,42 0,40 0,40 0,39 0,38 0,39 0,38 [ Rdece rjava
Lari 0,46 0,48 0,46 0,45 0,46 0,45 Vijolicna
HMR + allo Roza
- HMR 0,51 0,50 0,50 0,48
0,64 0,62 oker

* predvidevamo, da gre za vzorec lesa smreke.

** predvidevamo, da gre za vzorec lesa jelke.

z P ___ AcetoM _RONCENTRAT s . v

PR S

Slika 18: Kromatogram, pridobljen z acetonskim ekstraktom za vzorce od 9 do 16 grca
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Preglednica 5: Zadrzevalni faktorji, pridobljeni iz acetonskega ekstrakta. Legenda: Lari: laricirezinol, Seco:
secoizolaricirezinol, Todo: todolaktol, Lignan A: lignan A, Oligolignans: oligolignani

17 18 19 20 21 22 23 24
Vzorec . x N N  ww . " N N
gréa gréa gréa | gréa gréa gréa gréa | gréa Barva
Ime spojine Zadrzevalni faktor
Oligolignans 0,13 0,10 Siva
. 0,17 Sivo modra
Lignan A 0,21 0,23 0,22 | Sivo modra
Todo 025| 0,25 0,25| 0,25 Sivo zelena
0,29
Seco 0,36 0,39 0,39 0,38 0,37 0,38 0,38 [ Rdece rjava
Lari 0,49 0,48 | Vijoli€na
0,63 0,65 | Oker

* predvidevamo, da gre za vzorec lesa smreke.

** predvidevamo, da gre za vzorec lesa z izjemno malo ekstraktivnimi snovmi.
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Slika 19: Kromatogram, pridobljen z acetonskim ekstraktom za vzorce od 17 do 24 gréa
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Preglednica 6: ZadrZzevalni faktorji, pridobljeni iz acetonskega ekstrakta. Legenda: HMR + allo — HMR:
hidroksimatairezinol + allo —hidroksimatairezinol, Lari: laricirezinol, Seco: secoizolaricirezinol, Todo:
todolaktol, Lignan A: lignan A, Oligolignans: oligolignani

Vzorec 25 gréa | 26 gréa* %7** ?8*** 29 gréa | 30 gréa Barva
gréa gréa
Ime spojine Zadrzevalni faktor
Oligolignans 0,05 Siva
o1 0,11 0,11 | Siva
) 0,17 | Vijolicna
Lignan A 019 Vijoliéna
Todo 0,24 0,25 0,25 0,25 0,25 | Modra
0,32 0,32 Vijoli¢na
Seco 0,40 0,41 0,39 0,38 0,37 | Roza
0,43 0,43
Lari 0,50 0,47 | Roza
HMR + allo - Vijoli¢na
HMR 0,54 0,54 0,54 0,54
0,68 Oker
* predvidevamo, da gre za vzorec lesa smreke.
** predvidevamo, da gre za vzorec lesa jelke.
*#* nizka koncentracija ekstrakta.
ACETon, KONCENTEAT 7 ]
e oy ¢  —
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Slika 20: Kromatogram pridobljen z acetonskim ekstraktom za vzorce od 25 do 30 gréa
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4.4.2.1 Tankoplastna kromatografija acetonskih ekstraktov brez predhodne cikloheksanske
ekstrakcije

Izbrane vzorce gr¢ jelke smo ekstrahirali v meSanici acetona in vode, brez predhodne
ekstrakcije s cikloheksanom. Iz primerjave kromatogramov acetonskih ekstraktov, kjer
smo predhodno naredili cikloheksansko ekstrakcijo in acetonskih kromatogramov brez
cikloheksanske ekstrakcije, vidimo, da 1imajo kromatogrami brez predhodne
cikloheksanske ekstrakcije vecC lis na kromatogramu. Na sliki 21 je prikazan kromatogram
vzorcev, ki so bili pripravljeni brez predhodne ekstrakcije s cikloheksanom. Sklepamo, da
se je manj$i delez nepolarnih ekstraktov ekstrahiral tudi z acetonom. V preglednicah 7 in 8
so podani zadrzevalni faktorji.

Preglednica 7: Zadrzevalni faktorji, pridobljeni iz acetonskega ekstrakta, brez predhodne ekstrakcije v
cikloheksanu. Legenda: Pino + MR: pinorezinol + matairezinol, HMR + allo — HMR: hidroksimatairezinol +
allo — hidroksimatairezinol, Lari: laricirezinol, Me — Seco: Me - secoizolaricirezinol, Seco:
secoizolaricirezinol, Todo: todolaktol, Lignan A: lignan A, Oligolignans: oligolignani

1 2 3 4 - 6
Vzorec - - . ..« | B gréa -
gréa gréa gréa gréa gréa Barva
Ime spojine Zadrzevalni faktor
0,07 0,08 0,08 | Sivkasto €rna
Oligolignans 0,10 Crna
0,12
Lignan A 0,13 0,13 0,13 [ Vijolicna
Todo 0,15 0,16 Sivo modra
0,18 0,18 0,17 | Vijoli¢na
Seco 0,21 0,20 0,19 | Sivo zelena
Me-Seco 0,23 0,24 0,24 0,23 Oranzno rdeca
0,27
Lari 0,29 0,29 0,29 0,29 0,29 [Rjava
0,34 0,32 0,31 0,31 Vijoliéna
0,37 0,37 0,38 0,37 | Rjava
HMR+allo-HMR 0,40 0,39 0,39 Roza
0,42 0,41 | Rjava
0,47 Temno rde¢a
Pino+MR 0,54 0,52 | Rjava
0,59 Oker
0,93 Rjava

*predvidevamo, da gre za vzorec lesa smreke.

**predvidevamo, da gre za vzorce lesa smreke.
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Preglednica 8: Zadrzevalni faktorji, pridobljeni iz acetonskega ekstrakta , brez predhodne ekstrakcije v
cikloheksanu. Legenda: Pino + MR: pinorezinol + matairezinol, HMR + allo — HMR: hidroksimatairezinol +
allo — hidroksimatairezinol, Lari: laricirezinol, Me - Seco: Me - secoizolaricirezinol, Seco:
secoizolaricirezinol, Todo: todolaktol, Lignan A: lignan A, Oligolignans: oligolignani

7 N 9 10° 11° 12°
Vzorec .« | 8 gréa % . . . x o
gréa gréa gréa gréa gréa Barva
Ime spojine Zadrzevalni faktor
Oliaolianans 0,09 §ivkasto érna
9019 0,10 0,11|Crma
Lignan A 0,13| 0,13 Vijoliéna
Todo 0,16 0,14 0,15 0,14 | Sivo modra
0,18 0,17 | Vijolicna
Seco 0,19 0,20 0,21 0,20 | Sivo zelena
Me-Seco 0,22 0,23 Oranzno rdeca
Lari 0,28 0,30 Temno siva
0,32 0,31 0,32 0,32 0,33 | Vijolicna
0,35 0,37 Rjava
HMR+allo-HMR 0,39 0,39 0,38 0,38 0,40 [ Rdece rjava
0,43 Rjava
0,44 Temno rde¢a
Pino+MR 054 055| 0,52 0,51 vijoliCna
0,62 0,58 Oker
0,94 Rjava

*predvidevamo, da gre za vzorec smreke.

**predvidevamo, da gre za vzorce lesa smreke.
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Slika 21: Kromatogram, pridobljen z acetonskim ekstraktom, brez predhodne ekstrakcije v cikloheksanu
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

5.1.1 Suha snov

Najprej smo vzorce zmleli v fin prah in dolocili delez suhe snovi. Grée so vsebovale
povprecno 93,33% suhe snovi. Les je vseboval povpre¢no 92,08% suhe snovi. Grée imajo
vec suhe snovi, ker imajo vecjo gostoto kakor les.

5.1.2 Delez ekstrahiranih snovi v cikloheksanu

Ekstraktivnih snovi v cikloheksanu je bilo v lesu 0,04% v gréah pa 0,16%. V gréah je vec
ekstraktivnih snovi, ki §¢itijo les pred vdorom patogenih mikroorganizmov pri morebitnem
odlomu veje. S tem se prepre¢i okuzba zivega drevesa. Organske spojine tudi $¢itijo les
pred napadom $kodljivih insektov. V primeru, da les vsebuje premalo organskih spojin, je
bolj dovzeten za napad mikroorganizmov.

5.1.3 Delez ekstrahiranih snovi v acetonu

Ekstraktivnih snovi v acetonu je bilo v lesu 0,07 % v gréah pa 0,13%. Esktraktivne snovi
lesu omogocijo zascito pred vdorom patogenih mikroorganizmov pri morebitnem odlomu
veje. Organske spojine tudi $€itijo les pred napadom Skodljivih insektov, ¢e les vsebuje
premalo organskih spojin je bolj dovzeten za napad mikroorganizmov in insektov.
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5.1.4 TLC

5.1.4.1 TLC s cikloheksanskim ekstraktom

Kromatogrami s cikloheksanskim ekstraktom niso bili osrednji cilj naSe raziskave.
Pripravili smo jih, da bi videli, koliko organskih spojin se bo locilo. Vendar spojin nismo
znali to¢no poimenovati. Predvidevamo, da lise na cikloheksanskih kromatogramih
pripadajo mascobam in mas¢obnim kislinam, ki so v lesu. Na kromatogramih s
cikloheksanskim ekstraktom so se pojavile 3 lise, vendar ne pri vseh vzorcih. Ce bi izbrali
drugo mobilno fazo in razvijalec za ta ekstrakt, bi lahko tudi v cikloheksanskem ekstraktu
lo¢ili ve€ snovi.

5.1.4.2 TLC z acetonskim ekstraktom

Kromatografija TLC se je izkazala kot primerna metoda za loCevanje lignanov jelke.
Mobilna faza je lepo locila organske spojine, katere smo potem vizualizirali z zmesjo
H,SOs4/etanol (vol. razmerje 50:50). Lignane na kromatogramih smo identificirali na
podlagi podatkov iz literature (Willféor in sod., 2006). Vijolicna barva predstavlja:
pinorezinol; rdeca ali rdecerjava barva: hidroksimatairezinol; temno siva barva:
laricirezinol, Modra barva: secoizolaricirezinol, todolaktol (Willféor in sod., 2006).
Kromatogrami, ki so bili pripravljeni z ekstrakti vzorcev brez predhodne ekstrakcije v
cikloheksanu, so pokazali ve€ lis. 1z tega lahko sklepamo, da se je man;jsi delez nepolarnih
snovi ekstrahiral tudi z acetonom.



Kosem J. Locba lignanov jelke (Abies alba) s tankoplastno kromatografijo. 31
Dipl. projekt. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za lesarstvo, 2012

6 SKLEP

V lesu jelke smo nasli veliko razlicnih organskih spojin, ki smo jih identificirali s
tankoplastno kromatografijo na podlagi primerjave s podatki v literaturi (Willfér in sod.,
2006). Identificirali smo naslednje organske spojine: Pino + MR: pinorezinol +
matairezinol, HMR + allo — HMR: hidroksimatairezinol + allo — hidroksimatairezinol,
Lari: laricirezinol, Me — Seco: Me — secoizolaricirezinol, Seco: secoizolaricirezinol, Todo:
todolaktol, Lignan A: lignan A, Oligolignans: oligolignani. Organske spojine v lesu jelke
dajejo zascito pred vdori mikroorganizmov, gliv ter napadi insektov. Iz tega lahko
sklepamo, da imajo veje jelke zaradi morebitnega odloma vecjo koli¢ino organskih spojin
kakor les, da se prepreci okuzbo zdravega lesa.
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7 POVZETEK

Cilji diplomskega dela so bili:

- primerno pripraviti grée in les jelke za izraun suhe snovi,

- pripraviti 30 vzorcev gr¢ in 6 vzorcev lesa za ekstrakcijo,

- pripraviti cikloheksanske in acetonske ekstrakte,

- izracunati deleze suhe snovi v ekstraktu,

- opraviti tankoplastno kromatografijo,

- izraCunati zadrzevalne faktorje razlicnim organskim spojinam, ki so prisotne v
ekstraktih.

Uporabili smo 30 vzorcev gr¢ in 6 vzorcev lesa. Od vsakega vzorca smo za tehtali po 1 g.
Dali smo jih v suSilnik za 24 ur, jih stehtali in izracunali delez suhe snovi. Pripravili smo
celulozne tulce, jih zamasili z vato in dali v suSilnik za 24 ur. Zatehtali smo 2,5 g vzorca
lesa jelke in ga dali v celulozne tulce. Ekstrahirali smo 12 vzorcev hkrati. Najprej s
cikloheksanom, nato pa Se z meSanico acetona in vode. Dobljene ekstrakte smo nalili v
steklenicke. Ostanek pa smo zavrgli med odpadna topila. 1z ekstraktov smo nato dolocili
suho snov. Pripravili smo mobilno fazo za tankoplastno kromatografijo, jo nalili v
kromatografsko kad in pokrili s pokrovom. Vzorce smo nanesli na plos¢e TLC. Plosce
TLC smo postavili v kromatografsko kad. Po koncanem potovanju mobilne faze smo jih
posusili. Nato smo jih poskropili z razvijalcem — s H,SO4 v etanolu (volumsko razmerje
50:50). Dali smo jih v suSilnik na 105 °C za 2 minuti. S tem smo dobili razvite
kromatograme. Iz razvitih kromatogramov smo izracunali zadrZevalne faktorje
posameznim organskim spojinam. Izracunali smo delez ekstraktivov v cikloheksanu in
acetonu.

Povpre¢na vrednost suhe snovi lesa je 92,08%, lesa grée pa 93,33%.
Povprecni delez ekstraktivov v cikloheksanu je 0,16% v gr¢ah in 0,04% v lesu.
Povprecni delez ekstraktivov v acetonu je 0,13% v gréah in 0,07% v lesu.

Ugotovili smo, da imajo grée veliko ve¢ ekstraktivnih snovi kakor pa les. V lesu jelke smo
nasli veliko razli¢nih organskih spojin, ki smo jih identificirali s tankoplastno
kromatografijo na podlagi obstojeCe literature (Willfor in sod., 2006). Identificirali smo
naslednje organske spojine: Pino + MR: pinorezinol + matairezinol, HMR + allo — HMR:
hidroksimatairezinol + allo —  hidroksimatairezinol, Lari: laricirezinol, Me — Seco: Me —
secoizolaricirezinol, Seco: secoizolaricirezinol, Todo: todolaktol, Lignan A: lignan A,
Oligolignans: oligolignani. Organske spojine v lesu jelke dajejo zaScito pred vdori
mikroorganizmov, gliv ter napadi insektov. Iz tega lahko sklepamo, da imajo veje jelke
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zaradi morebitnega odloma vecjo koli¢ino organskih spojin kakor les, da prepre¢i okuzbo
zdravega lesa.
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